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(57) Abstract: The invention relates to a method for carrying out the in-situ -extraction of a product produced by a micro-organism, 
especially a fermentation product, comprising the following steps: providing a micro-organism culture in liquid phase in a reaction 
vessel; adding a substrate, especially an amino acid, to the liquid phase, said substrate being chosen and/or configured in such a 
way that the product is produced in the liquid phase through the action of the micro-organisms; and separating the product out of 
the liquid phase into an organic phase using a solvent medium, this separation step comprising the following steps: encapsulating 
a solvent medium in the form of an organic solvent, to produce a plurality of capsules with a capsule wall that acts as a barrier in 
relation to the micro-organisms but is permeable to the product, outside the reaction vessel; and introducing this plurality of capsules 
into the reaction vessel. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur In-Situ-Extraktion eines mittels eines Mikroorganismus erzeugten 
Produktes, insbesondere eines Fennentationsproduktes, mit den Schritten: Vorsehen einer Mikroorganismenkultur in flussiger Phase 
in einem Reaktionsbehalter ; Hinzufugen eines Substrates, insbesondere einer Aminosaure, zu der fliissigen Phase, die so ausgew£nlt 
und/oder ausgebildet ist, dass durch Wirkung der Mikroorganismen das erzeugte Produkt in der fliissigen Phase entsteht, und Trennen 
des erzeugten Produktes von der fliissigen Phase in eine organische Phase mittels eines Losungsmediums, wobei der Schritt des 
Trennen s die Schritte aufweist: Verkapseln eines organise hen Losungsmittels als LSsungs medium ausserhalb des ReakuonsbetaaJters 
in eine MehrzaJhl von Kapseln mit einer Kapselwand, die eine Sperrwirkung fur die Mikroorganismen sowie eine DurchlaVssigkeit 
fttr das erzeugte Produkt aufweist, und Einbringen der Mehrzahl von Kapseln in den Reaktionsbehalter. 
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BE S C H RE X BUNG 



Verfahren und Vorrichtung zur In-Situ Extraktion und 

Zuflihrung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur In- 
Si tu-Ext rakt ion nach dem Oberbegriff des Pa tentanspruches 1 
sowie zur In-Situ-Zuf uhrung nach dem Oberbegriff des 
10 Patencanspruches 12. 



Derartige biotechnoiogische Verfahren und zugehorige Vor- 
ricntungen sind aus dem Stand der Technik allgemein be- 
kannt; sie dienen der Herstellung einer Vielzahi von Pro- 
15 dukten mit Hilfe von jeweils geeigneten Mikroorganismen. 
Ein typisches Beispiel ist das Erzeugen von Fermentat ions- 
produkten, ein anderes der Einsatz auch sonstiger biologi- 
scher Zellen zur Produktgewinnung . 



20 Der wesentliche Nachteil derartiger biotechnologischer Pro- 
zesse besteht jedoch darin, dass das erzeugte Produkt ub- 
licherweise in verdunnter Form vorliegt, namlich etwa als 
Losung innerhalb des wassrigen Fermentationsmediums . Hier 
entsteht dann das Problem der Produkt inhibit ion, namlich 

55 eine wachsende Konzent ration des erzeugten Produktes in der 
Losung, die dazu fiihrt, dass die Produktionsra te durch den 
Mikroorganismus mit entsprechend zunehmender Produktkonzen- 
tration abnimmt . Dieser Inhibit ionseffekt ftthrt dazu, dass 
der Mikroorganismus bei Oberschrei ten einer kritischen Kon- 

30 zentration des erzeugten Produktes im Fermentat ionsmedium 
inaktiv wird. 



Urn die nachteilige Wirkung der Produkt inhibit ion zu uber- 
winden, gibt es im Stand der Technik zahlreiche Ansatze, 
35 das biotechnologisch erzeugte Produkt aus etwa dem Fermen- 
tationsmedium wahrend des Fort schrei tens des Fermenta t ions- 
prozesses zu entfernen, so dass zu keinem Zeitpunkt eine 
nachteilige bzw. kritische Konzent ration erreicht wird; man 
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spricht von der In-Si tu-Produktgewinnung (ISPR = In-Situ- 
Product-Recovery) . Mit einem derartigen, geeigneten ISPR- 
Prozess kann die Funkt ions weise des Mikroorganismus mit 
hoher Produktionsrate fur einen relativ langen Zeitraum 
sichergestellt werden, und insbesondere bietet ein solcher 
Produkt-Gewinnungsprozess auch zahlreiche Ansatze, die Ge- 
winnungskosten gunstig zu gestalten. 

Ein solcher, bekannter Prozess zur ISPR besteht darin r eine 
als Ext rakt ionsmi ttel fiir das jeweilige gewtinschte Produkt 
wirkende Flussigkeit vorzusehen, die selbst unloslich bzw. 
unvermischbar mit einem wassrigen Fermentationsmedium ist. 
Durch die Affinitat des Ext raktionsmi t tels findet eine Auf- 
teilung des gewonnenen Produktes statt, so dass die Pro- 
dukt konzent rat ion in der wSssrigen Phase vermindert wird. 
Eine derartige Fliissig-Flussig-Ext rakt ion gilt als beson- 
ders okonomisch und kos tenguns t ig , bringt jedoch selbst 
auch Probleme. 



Zum einen ist die Auswahl eines geeigneten, Wasser- unver- 
mischbaren Losungs- und Ext rakt ionsmittels dadurch be- 
schrankt, dass viele derartige Mittel im Hinblick auf die 
Mikroorganismen toxisch wirken. Zum zweiten bildet sich oft 
eine Emulsion zwischen dem wassrigen Fermentationsmedium 
und der auch als organische Phase bezeichneten Extraktions- 
mittellosung, da dieses Losungsmittel, im direkten Kontakt 
mit den Zellen, Makromolekule aus den Zellw&nden heraus- 
lost, die dann wiederum als Emulsionsbildner wirken. Die 
Folgen sind Probleme bei einer nachf olgenden Trennung, 
einer Verstopfung der Prozessanlagen usw w und deren Ver- 
meidung fuhrt insbesondere bei grolit echnischen Anlagen zu 
hoher Prozesskomplexi tat , die wiederum einer okonomischen 
Verwertung entgegens teht . 
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Ein weiteres, aus dem Stand der Technik bekanntes Verfahren 
besteht darin, das das geloste Produkt enthaltende Fermen- 
tat ionsmedium von der Ext rakt ionslosung durch eine Membran 
zu trennen. Insbesondere grofttechnische Prozesse verlangen 
S jedoch nach einer groften Membranf lache , und durch die auf 
einen speziellen Prozess (d.h. ein spezif isches , erzeugtes 
Produkt bzw, einen Mikroorganismus ) im Hinblick auf ihre 
Transmissionseigenschaf ten spezif isch einzustellende Mem- 
bran ist oftmals eine dezidierte Aniage fur einen Prozess, 

10 verbunden mit hohem Investit ionsaufwand, nbtig, und insbe- 
sondere ein Prozesswechsel zu einem anderen biotechnolo- 
gisch zu erzeugenden Produkt ist durch eine solche Aniage 
stark erschwert oder gar unmbglich. Daruber hinaus weisen 
bekannte Membranen zudera den Nachteil einer zunehmenden 

15 Verstopfung bzw. Blockierung der Membraneinhei ten durch 
langkettige Molekule auf, so dass auch hier grofitechnisch 
lauffahige Prozessanlagen aufterst komplex und dement- 
sprechend teuer sind. 

50 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Ver- 
fahren zur In-Situ-Extraktion (Gewinnung) von biotechnolo- 
gisch erzeugten Produkten zu schaffen, welches okonomisch 
und mit geringem prozess-spezif ischen Aufwand zu realisie- 
ren ist, an Anlagen und Apparate geringe Anf orderungen 

55 stellt und im Hinblick auf seine Extraktionseigenschaf ten 
des zu erzeugenden Produktes aus einem Mikroorganismen-Me- 
dium verbessert ist. 

Die Aufgabe wird durch das Verfahren mit den Merkmalen der 
30 Patentanspruche 1 und 12 sowie die Vorrichtung mit den 
Merkmalen des Patentanspruches 13 gelost; vorteilhafte Wei- 
terbildungen der Erfindung sind in den Unteranspruchen be- 
schr ieben . 

35 Erf indungsgemaB vorteilhaft wird, in volliger Abkehr von 
bekannten In-Si tu-Gewinnungs verfahren, der Ansatz gewahlt, 
das Losungsmittel in kapselierter Form in die sowohl die 
Mi kroorganismen als auch das durch diese erzeugte Produkt 
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aufweisende Losung hineinzubringen, und durch erf indungsge- 
mafi speziell ausgest alt ete Kapselwande, namlich mit selek- 
tiver Durchlasswir kung fur das erzeugte Produkt, wird die 
gewunschte Trennwirkung auf einfache und effiziente Weise 
5 erreicht. 

Daruber hinaus ist, durch entsprechende Wahl eines jeweili- 
gen Kapselwandmaterials bzw. eines darin einzuschlieftenden 
Losungsmittels, der Prozess flexibel und mit geringstem 
Aufwand auf andere Gewinnungsverfahren, zu erzeugende Pro- 
dukte und Mikroorganismen ein- und umstellbar, ohne dass es 
etwa speziell angepasster Filtermembranen od.dgl. bedarf; 
insbesondere kleinere Chargen, die keine spezifisch einge- 
richtete Fert igungsanlage recht f ert igen , werden daher uber- 
haupt erst okonomisch realisierbar . 

Erf indungsgemaft wird damit ein neuer Prozess fur die In- 
Situ-Gewinnung von Produkten und Verbindungen geschaffen, 
die durch lebende Zellen produziert werden. Durch die be- 
vorzugt als Gel bzw. Hydrogel-Kapsel realisierte Verkap- 
selung wird die organische Phase mit dem Losungsmi ttel 
nicht in direkten Kontakt mit den Mikroorganismen gebracht, 
so dass das erf indungsgemafle Verfahren samtliche Vorteile 
bekannter, mittels Filtermembranen od.dgl. realisierter 
ISPR-Prozesse besitzt, gleichzeitig jedoch demgegentiber er- 
hebliche Kosten- und Flexibi litatsvorteile realisiert. 

In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass die vorlie- 
gende Erfindung auch fur allgemeine Bioka talysa toren zur 
3D Produktgewinnung, etwa Enzyme, anwendbar ist und insoweit 
die vorliegende Erfindung, uber biologische Zellen und 
Mikroorganismen hinaus, auch generell Biokatalysa toren als 
Erzeugungsmit tel fur das erzeugte Produkt umfaflt. 

35 Daruber hinaus bieten die Kapseln die Moglichkeit einer 
Wiederaufbereitung ( Re-Kondit ionierung) durch Re-Extra ktion 
des erzeugten Produktes ( im weiteren auch Zielprodukt ge- 
nannt) und nachf olgendes Weiterverwenden der Kapsel. 



20 



E5 
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Ferner ist durch die vorliegende Erfindung die Mbglichkeit 
geschaffen, mittels der Kapseln das eigentliche Substrat 
(die den Mikroorganismen zum Erzeugen des Endproduktes zu- 
5 zugebende Substanz) uberhaupt erst in den Prozess einzufuh- 
ren; so existieren namlich Prozesse, bei denen ein unkon- 
trolliertes Hinzufugen der Substanz zu der flussigen Phase 
eine toxische Wirkung auf die Mikroorganismenkultur haben 
kann, so dass es sinnvoll ist, diese Substanz in kapselier- 

10 ter Form, unterstutzt durch die Membranwir kung der Kapsel- 
wand, die in diesem Fall die Substanz in die umgebende Lb- 
sung austreten laftt, als Transportmedium zu benutzen. Inso- 
weit fallt unter die vorliegende Erfindung auch ein Verfah- 
ren zur In-Situ-Zuf uhrung einer Substratverbindung od.dgl. 

15 zu einem biotechnologischen Prozess. 

Besonders bevorzugt ist es im Rahmen der vorliegenden Er- 
findung, die Verkapselung des organischen LOsungsmit tels 
(bzw. des Subs trats/der Substanz im Fall der In-Sit u-Zuf uh- 

20 rung) durch eine Ver kapselungsvor r ichtung durchzuf uhren, 
die flussiges Kapselwandmaterial , z.B. Hydrogel, durch ge- 
pulste Zufuhrung zum Umschlieften des Kapselinhal tes verwen- 
det, woraufhin dann, etwa durch Einbringen in ein geeigne- 
tes Verf est igungsmedium, die (nach wie vor fltissige) Kap- 

SS selwand verfestigt oder teil ver f est igt wird. 

Eine mbgliche Realisierungs f orm der Erfindung sieht vor, 
die biologischen Zellen bzw. Mikroorganismen oder das Enzym 
nicht in flussiger Phase in einem Reaktorbehalter vorzuse- 
30 hen, sondern diese durch Einbau in die Kapselwand zu inuno- 
bilisieren und damit eine Nahe zwischen der organischen 
Phase im Kapselinne ren und dem Biokatalysator her zustellen . 

Die bevorzugt spharischen Hydrogel-Kapseln konnen weiter- 
35 bi ldungsgemaB auch eine mehrschichtige Kapselwand aufwei- 
sen, wodurch deren Membraneingenschaf t en zusatzlich und 
spezifischer kont roll ierbar werden. 
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Eine besonders vorteilhafte Eigenschaft der erzeugten Kap- 
seln ist es zudem, geeignet auto klavier- bzw. sterilisier- 
bar zu sein, so dass deren Verwendung insbesondere auf 
sterile Prozesse besonders gunstig ist. 

S 

Im Ergebnis werden durch den erf indungsgemalien Ansatz die 
aus dem Stande der Technik bekannten Nachteile in uberaus 
effizienter und eleganter Weise uberwunden, und die vor- 
teilhaften Eigenscha f ten einer Ma trixstruktur einer verfe- 
1D stigten Kapselwand werden benutzt, um die effiziente In- 
Situ-Trennung (bzw. Zufiihrung) zu ermoglichen. 

Dabei bietet der erf indungsgemafte Prozess auch das Poten- 
tial, als kontinuierlicher Prozess oder quasi- kontinuier- 
1S licher Prozess (mit auf einander f olgenden Batches) reali- 
siert zu werden, indem namlich entsprechende Reaktionsbe- 
hal ter, Kapselierungseinrichtungen sowie Kapsel-Re-Ext ra k- 
t ionseinheiten vorgesehen sind. 
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Weitere Vorteile, Merkmale und Einzelheiten ergeben sich 
aus der nachf olgenden Beschreibung bevorzugter Ausfuhrungs- 
beispiele der Erfindung sowie anhand der Zeichnungen; diese 
zeigen in 

5 

Fig. 1: einen schemat ischen Pr inzipauf bau eines 

Kapselierungssystems zur Verwendung mit 
der vorliegenden Erfindung; 



10 Fig. 2: einen Messwertverlauf einer Produktkon- 

zentration in wassriger Fermentations- 
losung wahrend der erf indungsgemaften 
Behandlung mit in Mikrokapseln einge- 
schlossenem Losungsmi ttel und 

15 

Fig. 3: eine schematische Prozessanlage zur In- 

Situ-Extraktion gemaft einer Ausfuh- 
rungsform der Erfindung und nachge- 
schalteter Re-Extrakt ion des Zielpro- 
20 duktes aus den Mikrokapseln. 



Gemaft einem ersten r bevorzugten Ausf uhrungsbeispiel der Er- 
findung werden Mikrokapseln eingesetzt, die einen das orga- 

55 nische Losungsmittel aufweisenden Kapselkern (Nucleus) so- 
wie eine Hydrogel-Kapsel wand aufweisen. Dabei hat es sich 
herausgestellt , dass ein Dusensystem mit zwei Flussigkeiten 
nahezu perfekt konzentr ische, spharische Kapseln mit 
gleichf ormiger Grofienverteilung, hier im Bereich zwischen 

30 1,6 und 2,06 mm, wie in Fig. 1 gezeigt, gestattet. 



Wie in Fig. 1 gezeigt, flieftt die zu verkapselnde, organi- 
sche Flussigkeit (Nucleus) durch eine schematisch als Pumpe 
10 gezeigten Fordereinhei t zu einer inneren Dtise, und flus- 
35 siges Kapselwandmaterial (Hulle) flieftt mittels einer Pum- 
penanordnung 12 zu einer aufleren DUse einer gemeinsamen Du- 
seneinhei t 14 . 
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Eine oszillierende Membraneinhei t 16, die mittels eines 
Schwingungsgenerators 18 im vorliegenden Fall in periodi- 
sche Schwingungen versetzt wird, andert mit dieser Schwin- 
gungsf requenz die Zuflussrate des flussigen Kapselbandma- 
terials von der zweiten Pumpeneinheit 12 zur aufieren Diise 
der Duseneinheit 14, wcdurch eine Kapselbildung noch mit 
weicher, unver f est igter Kapselwand erreicht wird. Diese 

erzeugten Kapseln fallen, wie in der Fig. 1 gezeigt, in 
einen Geliermittelbehal ter 20 mit einer geeigneten Ge- 
lierlosung, welche eine Verfestigung der weichen Kapsel- 
wand, im vorliegenden Fall die Bildung eines Polyelektro- 
lyt-Komplexes , bewirkt. Die Gelkapseln werden dadurch fest 
und damit im nachf olgenden Extrakt ionsprozess verwendbar. 
Die durch die Einrichtung gemafl Fig. 1 erzeugten Kapseln 
weisen typischerweise einen Kern (Nucleus) eines Durchmes- 
sers von 0.2 2 mm auf, wobei die Kapselwandstar ke 

zwischen etwa 50 Mikrometern (fur autoklaviert e Kapseln) 
und etwa 230 Mikrometern (fur n ich t-aut oklaviert e Kapseln) 
liegen kann. 



Grundsat zlich ist fur die Kapseler zeugung durch Schwin- 
gungsanregung gemafi Fig. 1 jedes Poly-Anion Oder Poly-Ka- 
tion als Wandmaterial geeignet, wobei bevorzugte Polyelek- 
trolyte Alginate, Chitosan oder Derivate von diesen sein 
konnen. Insbesondere weisen diese Stoffe den Vorteil auf, 
dass sie i.w. fur die industriell einzusetzenden , nutzli- 
chen Mikroorganismen nicht toxisch und daruber hinaus 
preis guns tig sind- 



Der Kapselkern (Nucleus) kann aus jedem beliebigen, geeig- 
neten organischen Losungsmi ttel Oder einer Mischung von 
verschiedenen Losungsmi tteln bestehen, die bevorzugt unlos- 
lich in Wasser sein sollten. Weiter bevorzugt kann das Lo- 
sungsmittel im Kapselkern einen Komplexbildner als Extrak- 
tionsmittel aufweisen, wobei insbesondere ternare und 
quaternare Amine als Komplexbildner fur Carboxyl sauren 
giinstig sind. 
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Die im Behalter 20 enthaltene Geliermit tellosung besteht 
aus beliebigen, einfachen anorganischen Ionen oder Poly- 
elektrolyten, die mit dem Polyelektroly t der Kapselwand 
einen Komplex bilden konnen. 

5 

Besonders geeignet im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
sind die beschr iebenen Kapseln insbesondere auch zum Zufuh- 
ren (Einbringen) eines Substratmaterials in eine die Kap- 
seln umgebende Mi kroorganismenlosung , wobei auch hier die 
10 Kapselwand als Membran fur das in geeigneter organischer 
Phase geloste Substrat wirkt. 

Durch Einbringen der wie im Zusammenhang mit Fig. 1 be- 
schr iebenen, das Exktraktions-Losungsmittel enthaltenden 

15 Kapseln in eine wassrige Fermentationslosung konnen die we- 
sentlichen Nachteile bekannter In-Situ-Extraktionsverf ahren 
vermieden werden, namlich das unerwunschte Bilden einer 
Emulsion von Losungsmittel und wassriger Losung (hier ver- 
hindert durch die selektiv durchlassige Kapselwand), sowie 

E0 die Notwendigkeit spezifisch ausgebildeter , unflexibler und 
aufwendiger Membranf ilter . Die Verkapselung der organischen 
Phase in einem Hydrogel ermoglicht dagegen bet racht liche 
Flexibilitat und macht, durch die mittels der Kapselwande 
einer Mehrzahl von Kapseln erreichbare, grofte Oberflache 

E5 und die gute Dif f usionseignung einer Kapselwand das Verfah- 
ren insbesondere auch fur kommerzielle Prozesse interes- 
sant . 

Wie bei der bekannten, einfachen Flussig-Flussig-Ext ra kt ion 
30 aus einer Fermentationslosung ist die Wahl des (hier in der 
Hydrogel-Kapsel zu ver kapselnden) Losungsmit tel s kritisch 
fur den Erfolg und die Lei s tungsf ahigkeit des Prozesses. 
Das Losungsmittel muss fur das erzeugte Produkt 
( Zielprodukt ) selektiv sein und sollte daruber hinaus eine 
35 hohe Auf nahmekapazitat hierfur besitzen. Dabei bestimmt 
dann die gewunschte Aufteilung des Zielprodukt es zwischen 
organischer (Losungsmittel-) und wassriger Phase die Rand- 
bedingungen fur Anzahl und Ausgestal t ung der Mikrokapseln ; 
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so kann etwa das Zielprodukt so gut in der organischen 
Phase losbar sein, dass dieses wahrend des gesamten Fermen- 
tat ionsprozesses im Losungsmittel gehalten wird, so daft die 
Zielprodukt-Konzentration zu keinem Zeitpunkt in der wass- 
rigen Phase einen fur die Mikroorganismen toxischen Pegei 
erreichen kann. Insbesondere in diesem Fall muss keine Re- 
Kondi tionierung der Mikrokapseln erfolgen, und diese konnen 
direkt in die Fermentat ionseinhei t eingebracht werden . Wenn 
dagegen die Auf nahmekapazitat des Losungsmi ttels fur das 
Zielprodukt nicht groft genug ist, kann mog li cherweise eine 
Notwendigkeit bestehen, die Kapseln wahrend des Fermenta- 
tionsprozesses zu re-kondi t ionieren, also das Produkt 
extern aus den Kapseln heraus zu extrahieren, entweder 
durch das bereits innerhalb der Kapsel benutzte Losungsmit- 
tel, durch ein anderes Losungsmittel Oder gar eine wassrige 
Phase. Nach einer solchen Re-Extration ware die Mikrokapsel 
wiederum in der Lage, das zu gewinnende inhibitor ische Pro- 
dukt aus der Fermentat ionslosung zu Ziehen und kann zu die- 
sem Zweck (zuruck) in den Reakt ionsbehal ter gebracht wer- 
den. Insbesondere im Fall der Notwendigkeit einer solchen 
Re-Extraktion (mit mehreren Extraktions- und Re-Extrak- 
tionszyklen) konnen die Mikrokapseln aufterhalb der Fermen- 
tat ionseinhei t in einer geeigneten Ext raktionseinhei t be- 
handelt werden, wobei, in einem ersten Schritt, die Kapseln 
mit dem inhibitorischen Zielprodukt beladen werden, und 
daraufhin dann aufterhalb des Fermentat ionsbeha Iters durch 
Re-Extraktion das Zielprodukt herausgelost wird. Urn aus 
einem solchen Verfahren einen kontinuier lichen Prozess zu 
machen, bietet es sich an, die Extraktions- und Re-Extrak- 
tionsschritte in Form auf einander f olgender Batches einzu- 
richten . 



Vorteilhaft wird zudem die Losung in der externen Re- 
Ext rakt ionseinheit bewegt, so dass hier moglicherweise vor- 
handene Mikroorganismen keine Probleme, etwa durch Verstop- 
fen des Systems, erzeugen, und ein getrenntes Rezyklieren 
der Zellen od.dgl. ist nicht notwendig. 
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Der zweite Anwendungsf all , wie vorstehend beschrieben, der 
erf indungsgemaften Kapseln liegt in dem gesteuerten Zufuhren 
von Stoffen in einen Biotransf ormationsprozess , indem die 
Mikrokapseln als Auf nahmebeha 1 t er mit definierter Auslass- 
S wirkung angesehen werden. Ein solcher Ansatz eignet sich 
insbesondere fur Subs t rat verbindungen oder Subst ratmaterial 
eines biot echnologi schen Prozesses, das, im Hinblick auf 
die Mikroorganismen, selbst inhibitorisch wirken konnte, 
oder aber hinsichtlich der wassrigen Mi kroorganismen-Lbsung 

ID nur erne sehr niedrige Loslichkeit aufweist. In beiden Fal- 
len wurde der Kapseleinsat z fur das Substrat zum Trennen 
zwischen der wassrigen Phase auBerhalb der Kapseln und der 
organischen Phase innerhalb der Kapseln zu einer letztend- 
lich gewiinschten, notwendigen Konzent rat ion des Substrats 

IS in der wassrigen Phase fuhren, so dass im Fall etwa einer 
Subst rat-Inhibit ion die Mikroorganismen stets nur mit einer 
Konzent ration konfrontiert werden, die unterhalb des 
toxischen Pegels liegt. Im zweiten Fall der niedrigen 
Substrat-Loslichkeit ermoglichen die Kapseln eine 

ED (ansonsten unmogliche) hohe Substrat konzentrat ion in der 
umgebenden wassrigen Fermentat ionslosung . 

Weitere Merkmale und Details der Erfindung sowie ein Nach- 
weis fur deren Leistungsf ahigkei t und Brauchbar kei t ergeben 
SS sich aus der nachf olgenden Beschreibung von konkreten Bei- 
spielen und Rezepturen. 

Beispiel 1 : 

3D Dieses Beispiel zeigt die erfolgreiche Extraktion von 2- 
Phenylethanol (Fluka, CH-Buchs) aus einer wassrigen Losung 
in Mikrokapseln, die mit Dibuty lsebaca t (Fluka, CH-Buchs) 
gefullt sind. 
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3,6 ml/s einer 15-g/l Na t r ium-Algina tlbsung (Fluka, CH- 
Buchs) sowie 1,7 ml/s von Dibutylsebacat werden durch eine 
Zweif achduse (1 mm Auslassof f nung ) in einem wie in Fig. 1 
gezeigten Kapselierungssystem gefordert. Die Zuflussrate 
S der Alginatlosung wurde mit einer Membran bei 133 Hz ge- 
pulst. Die gebildeten Kapseln fallen in eine Losung aus 16 
g/1 CaCl 2 *2H 2 0 (Fluka, CH-Buchs), wo sie dann gelieren. 
Nach dem Autokla vier en (20 Minuten bei 120°) weisen die 
Kapseln einen Auftendurchmesser von 1.730 ± 30 ym sowie 
10 einen Innendurchmesser (organische Phase) von 1.610 ± 40 pm 
auf . 

Urn die Extraktionskinetik zu bestimmen, wurde eine 150 ml- 
Lbsung von 3 g/1 2-Phenylethanol bei 400 U/min bewegt . 

15 1.960 Dibutylsebacat-Mikrokapseln wurden hinzugefugt, und 
die Abnahme des 2-Phenylet hanol in der wassrigen Phase 
wurde beobachtet; die Fig. 2 zeigt die Abnahme der 2- 
Pheny le thanol-Konzentrat ion in der wassrigen Losung. Die 
Gesamt-Kapselober f lache mit einer Ober f lachengrbfte von 121 

E0 cm 2 weist einen Massentransf erkoef f izienten k L von 4,1*10~ 6 
m/s auf; hierdurch erhalt k L ein Wert von 10,5 h" 1 im be- 
nutzten System. 

Beispiel 2: 

BS 

Dieses Beispiel zeigt die erfolgreiche Extraktion von 2- 
Phenylet hanol aus einer Fermentationslbsung unter Benutzung 
eines Lbsungsmittel s in Mi krokapseln, die direkt im Reaktor 
vorgesehen sind. Die Biotransformation von L-Phenylalanin 
30 (L-Phe) in 2- Phenylethanol (PEA) wird durch den Stamm 
Saccharomyces bayanus CBS 426 realisiert. 

Saccharomyces bayanus CBS 426 wurde mit dem folgenden, de- 
finierten Medium kultiviert: 6 g/1 (NH 4 ) 2 S0 4 , 1,92 g/1 
35 (NH!) 2 HP0 4f 0,87 g/1 KC1, 0,45 g/1 MgS0 4 *7H 2 0, 0,28 g/1 
CaCl 2 *2H 2 0, 2,3 mg/1 CuS0 4 *SH 2 0, 14,6 mg/FeCl 3 «6H 2 0, 9 mg/1 
ZnS0 4 «7H 2 0, 10,5 mg/1 MnS0 4 *H 2 0, 30 mg/1 Ca- Pantot henat , 60 
mg/1 Myo-Inositol, 6 mg/1 Thiaminchlorid, 1,65 mg/1 Pyri- 
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doxalhydrochlorid, 0,03 mg/1 Biotin und 0,05 g/1 Polypro- 
pylenglykol 2000. All diese Chemikalien sind durch die 
Fluka AG (CH-Buchs) erhaltlich. Die Glukose- und L- 
Phenylalanin-Konzentrationen sind in ihrer jeweiligen An- 
S wendung unten angegeben. 

Die Konzentrationen von 2-Phenyle thanol und L-Phenylalanin 
wurden mittels HPLC (Serie 1100, HP, USA) ermittelt. Zwei- 
fach destilliertes Wasser und Acetonitril wurden als 

ID Eluationsmittel eingesetzt, indem sie einen linearen 
Gradient bilden, der mit 100% Wasser beginnt und nach 12 
Minuten 100% Acetonitril enthalt. Eine Flussrate von 1 
ml/min wurde durch die Kolonne (RP-18 endcapped 125 mm, 
Supersphere, Merck, Darmstadt, DE) geleitet und an- 

IS schlieftend anhand eines UV-Detektors bei 254 nm analysiert. 
Glukose- und Ethanolkonzentrationen wurden ebenfalls mit- 
tels HPLC bestimmt, indem eine 0.005 M schwef elsaurehaltige 
wassrige Lbsung isokratisch als Eluationsmittel diente (0.8 
ml/min) . Verwendet wurde dabei eine Ionenaustauscher kolonne 

ED (Supelcogel H, Supelco, USA) und ein Rl-Detektor bei einer 
Temperatur von 50°C. Die Kohlendioxidkonzen t rat ion wurde 
mit einem akkustischen Gasanalysator (Bruel & Kjaer Typ 
1311, Naerum, DK) bestimmt. Die Trockenmasse der Hefen 
wurde ermittelt, indem die Zellen durch Zentr i f ugat ion (9 

25 Minuten bei 3500 U/rnin) abgetrennt wurden. Sie wurden durch 
Resuspension in Wasser gewaschen und nochmals abzentrifu- 
giert. Anschliessend wurden die Zellen bei 100°C wahrend 36 
Stunden im Ofen getrocknet, bevor sie gewogen wurden. 

3D Als Bioreaktor wurde ein 1.6 Liter Fermenter 
(Bioengineering KLF 2000, Wald, CH) eingesetzt, in welchem 
durch Zugabe einer 2 M NaOH-Losung der pH auf einem kon- 
stanten Wert von 4 geregelt wird. Die Ruhrerdrehzahl wurde 
auf 250 U/min eingestellt und 1.3 Liter Luft wurden pro 

35 Minute durch den Reaktor geblasen. Die Chargenf ermentation 
wurde mit 70 g/1 Glukose und 6 g/1 L-Phe in einem Arbeits- 
volumen von 1200 ml gestartet. Zusatzlich wurden zu Beginn 
der Fermentation 185 g sterile Mikrokapseln mit einem aufte- 
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ren Durchmesser von 1.76 mm dem Reaktionsmedium hinzuge- 
fugt. Die Kapseln enthielten zusammen ein totales Volurnen 
von 145 ml Oleinsaure, welche als Ext rakt ionsmi ttel einge- 
setzt wurde. Die Mikrokapseln wurden wie in Beispiei 1 be- 
S schrieben hergestellt. Nach 18 Stunden der Fermentation 
wurde zusatzlich zur wassrigen PEA-Konzent ra t ion (PEAaq) 
auch die PEA-Konzent rat ion in der organischen innerhalb der 
Kapseln bestimmt (PEAorg), indem diese mit Hilfe einer 
Tr inatr iumci trat-Losung (Merck, USA) aufgelost wurden. Aus 
ID diesen beiden PEA-Konzent rat ionen wurde die totale PEA-Kon- 
zentration berechnet (PEAtot). 

L-Phe wurde durch S. bayanus zu PEA umgesetzt, welches 
gleichzeitig selektiv durch die Oleinsaure in die Mikrokap- 

15 seln extrahiert wurde. PEA hat einen Vertei lungskoef f izien- 
ten von 7 zwischen der organischen Phase und dem wassrigen 
Fermentat ionsmedium, und wird deshalb in den Kapseln akku- 
muliert. Das C02-Signal, das bei der voilstandigen Konsuma- 
tion der vorhandenen Glukose abfiel, diente als Indikator 

PD fur die erneute Glukosezugabe in den Zugaben 1,2 und 3 
(jeweils 250 ml an 180g/l Glukose-LOsung ) , wodurch die PEA- 
Produktion auf rechterhalten wurde. Nach 28 Stunden Fermen- 
tationszeit wurde eine PEA-Konzentrat ion in der organischen 
Phase von 17.5 g/1 erreicht. Gleichzeitig konnte die wass- 

E5 rige PEA-Konzentrat ion auf einem nicht inhibitor ischen 
Niveau von weniger als 3g/l gehalten werden. Durch die Ver- 
kapselung des Losungsmittels in den Kapseln wurde wahrend 
der ganzen Fermentation, dessen direkten Kontakt mit den 
Hefezellen vermieden und dadurch keine Emulsion gebildet. 

30 Zusatzlich konnten am Ende der Fermentation die Kapseln auf 
einfache Weise abgeschopft werden. 

Beispiei 3 : 

35 Dieses Beispiei zeigt die erfolgreiche In-Situ-Produktge- 
winnung in einem Fermentat ionsprozess mit Hilfe eines 
externen Extraktors, der mit losungsmit telhalt igen Mikro- 
kapseln gefiillt ist. 
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Wie im Beispiel 2, wird L-Phenylalanin zu 2-Phenylethanol 
durch bayanus t ransf ormiert . Das Kulturmedium sowie die 
Analysevorrichtungen sind im Beispiel 2 beschrieben. Die 
5 Anlage besteht aus einem 3,6 Liter Bioreaktor 22 (z.B. Bio- 
engineering KLF 3000, CH-Wald), der mit einem Ruhrtank 24 
eines Auf nahmevolumens von 1 Liter verbunden ist. Dieser 
Extraktor-Tank enthait 24.200 Mikrokapseln , die insgesamt 
54 ml Dibutylsebactat enthalten. Wahrend eines Extraktions- 

10 zyklus wird die Fermenta t ionslosung 10 Minuten durch den 
Reaktor 22 geleitet, und die Auf enthal tszeit der Zellen in 
der den Extrakt ions tank 24 aufweisenden externen Schleife 
betragt 1 Minute. In einem zweiten Schritt werden 150 ml 
Dibutylsebctat 10 Minuten durch den Extraktor-Tank 24 zir- 

L5 kuliert, urn das 2-Phenylethanol aus den Kapseln zu extra- 
hieren. Nach dieser Re-Kondi t ionierung der Kapseln beginnt 
der nachste Zyklus mit einer weiteren Batch-Extra kt ion des 
Zielproduktes aus der Fermenta t ionslosung . 
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PATENTAN S PRUC HE 



Verfahren zur In-Situ-Extraktion eines mittels eines 
Mi kroorganismus oder einer biologischen Zelle erzeug- 
ten Produktes, insbesondere eines Fermentationspro- 
duktes, mit den Schritten: 

Vorsehen einer biologischen Zell- bzw. Mikroor- 
ganisinenkultur in flussiger, bevorzugt wassri- 
ger Phase in einem Reaktionsbehal ter ; 
Hinzufugen eines Substrates, insbesondere einer 
Amminosaure , zu der flussigen Phase, das so 
ausgewahlt und/oder ausgebildet ist, dass durch 
Wirkung der Zellen oder Mikroorganismen das er- 
zeugte Produkt in der flussigen Phase entsteht, 
und 

Trennen des erzeugten Produktes von der flussi- 
gen Phase in eine organische Phase mittels 
eines Losungsmediums , 
dadurch gekennzeichnet , dass 

der Schritt des Trennens die Schritte aufweist: 

Verkapseln eines organischen Losungsmi ttels als 
Ldsungsmedium aufterhalb des Reaktionsbehalters 
in eine Mehrzahl von Kapseln mit einer Kapsel- 
wand, die eine Sperrwirkung fur die Zellen bzw. 
Mikroorganismen sowie eine Durchlassigkei t fur 
das erzeugte Produkt aufweist, und 
Einbringen der Mehrzahl von Kapseln in den Re- 
akt ionsbehalter und/oder in die fliissige Phase. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch die 
Schritte : 

Entfernen der Mehrzahl von Kapseln aus dem Re- 
aktionsbehalter nach Ablauf einer vorbes timmten 
Zeit nach dem Einbringen und 

Freisetzen des erzeugten Produktes und/oder der 
organischen Phase durch Zerstoren der Kapsel- 
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wand Oder Anwendung eines weiteren Losungsmit- 
tels . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, dass der Schritt des Verkapselns die 

Schritte aufweist: 

Ausbringen des organischen Losungsmi ttels durch 
eine erste Duse, 

gleichzeitiges Ausbringen eines flussigen Kap- 
10 selwandmaterials durch eine zweite konzentrisch 

angeordnete DUse, 

Zerteilung dieses Losungsmittel-Kapselwandma- 
terial-Gemisches durch Uberlagerung einer 
externen Schwingung in gleichgrosse Fraktionen, 
15 so dass eine Kapselbildung von durch das fliis- 

sige Kapselwandmaterial umschlossenern organi- 
schen Losungsmittei entsteht, und 
Verfestigen des flussigen Kapselwandma terials 
nach der Kapselbildung. 

50 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , 
dass das periodisch oszillierende Verandern in einem 
Frequenzbereich zwischen 30 und 4000 Hz. 

55 5. Verfahren nach Anspruch 3 Oder 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Schritt des Verfestigens das Ein- 
bringen der Kapseln in eine eine Gelierungsreaktion 
bewirkende Gelierungslosung aufweist . 

30 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, gekenn- 
zeichnet durch das Autoklavieren der Mehrzahl von 
Kapseln vor dem Einbringen in den Reaktionsbehal ter . 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
35 gekennzeichnet, dass die Kapselwand als Hydrogel, be- 

vorzugt im verfestigten Zustand als Polyelekt roly t- 
Komplex, realisiert ist. 
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8. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass das flussige Kapselwandmaterial aus der Gruppe 
ausgewahlt ist, die aus Alginat, Chitosan, einem 
anderen Polyelekt rolyt oder Polyelekt rolytderiva t be- 
steht . 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Kapselwand aus einer Mehr- 
zahl von Lagen, die weiter bevorzugt nacheinander 
aufgebracht und/oder verfestigt werden, realisiert 
ist . 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Mehrzahl von Kapseln 
spharisch ist und einen Auftendurchmesser aufweist, 
der im Bereich zwischen 0.1 und 2,5 mm. 

11 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Mehrzahl von Kapseln eine 
Kapselwandstar ke aufweist, die im Bereich zwischen 30 
und 300 Mikrometern, bevorzugt zwischen 50 und 250 
Mikrometern, liegt . 

12. Verfahren zur In-Si tu-Zuf uhrung eines Stoffes, insbe- 
sondere eines Subst ra tma terials , zu einem Prozeft zur 
Erzeugung eines Produktes mittels eines Mi kroorgani s- 
mus oder einer biologischen Zelle, insbesondere eines 
Fermentationsproduktes, mit den Schritten: 

Vorsehen einer biologischen Zell- bzw. Mikroor- 
ganismenkultur in fliissiger Phase in einem Re- 
akt ionsbehalter ; 

Hinzufugen eines Substrates, insbesondere einer 
Amminosaure, das so ausgewahlt und/oder ausge- 
bildet ist, dass durch Wirkung der Zellen oder 
Mi kroorganismen das erzeugte Produkt in der 
flussigen Phase entsteht, und 

Trennen des erzeugten Produktes von der flussi- 
gen Phase in eine organische Phase mittels 
eines Los ungsmedi urns , 
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dadurch gekennzeichnet, dass 

der Schritt des Hinzufugens des Substrats die 

Schritte auf weist : 

Verkapseln des Substrats, bevorzugt in einem 
S organischen Losungsmittel aufierhalb des Reak- 

tionsbehalters in eine Mehrzahl von Kapseln mit 
einer Kapselwand, die eine Sperrwirkung fur die 
Zellen bzw. Mi kroorganismen sowie eine 
Durchlassigkeit fur das Substrat aufweist, und 
10 - Einbringen der Mehrzahl von Kapseln in den Re- 

akt ionsbehalter und/oder in die flussige Phase, 

13. Vorrichtung zur In-Situ-Extrakt ion eines mittels 
eines Mikroorganismus oder einer biologischen Zelle 
!S erzeugten Produktes, insbesondere eines Fermenta- 

tionsproduktes, insbesondere zur Durchfuhrung des 
Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 12, mit 

einem Reaktorbehalter (22) zur Aufnahme einer 
biologischen Zell- bzw. Mikroorganismenkultur 
20 in flussiger Phase sowie einer Substanz, die in 

Verbindung mit der Zell- bzw. Mikroorganismen- 
kultur das erzeugte Produkt entstehen laflt, 
gekennzeichnet durch 

aufterhalb des Reaktorbehal ters vorgesehene Mit- 
55 tel zum Verkapseln eines organischen Losungs- 

mittels zum Trennen des erzeugten Produktes von 
der flussigen Phase in eine organische Phase, 
Mittel zum Einbringen von mittels der Verkapse- 
lungsmittel erzeugter Kapseln in den Reaktions- 
3D behalter. 



14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Mittel zum Verkapseln eine Dusenanordnung 
(14) aus einer ersten, inneren Duse fur das organi- 
sche Losungsmittel sowie einer zweiten, aufieren und 
konzentrisch angeordneten Duse fur ein flussiges Kap- 
selwandmaterial aufweisen und diese Doppelduse mit 
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einem Vibrator mechanisch verbunden ist, um die aus- 
tretenden Kapseln zu erzeugen. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Mittel zum Verkapseln eine aufier- 
halb des Reaktorbehalters vorgesehene, der Dusenan- 
ordnung (14) nachgeschal tete und mit einem eine Ver- 
festigung des flussigen Kapselmaterials bewirkenden 
Verf est igungsmediums gef till ten Ver f est igungse in he it 
(20) aufweisen. 



16. 



Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 15, ge- 
kennzeichnet durch Mittel zur Re-Extra kt ion (24) des 
erzeugten Produktes aus der Mehrzahl von Kapseln. 
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